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摘 要 : WD40 转录 因子 家 族 广泛 参与 调节 植物 生长 、 发 育 、 次 生 代 谢 物 积累 和 环境 适应 等 过 程 。 为 了 探 
FT WD40 家 族 在 多 刺 绿 绒 芯 生 长 、 发 育 和 次 生 代 谢 物 积累 以 及 抗 逆 方 面 的 作用 ， 本 研究 基于 多 刺 绿 绒 芒 全 
长 转录 组 测序 数据 ， 鉴 定 了 所 有 WD40 基因 ， 并 对 这 些 基 因 及 其 编码 的 蛋白 进行 了 生物 信息 学 分 析 。 结 果 
表明 : 共 鉴 定 到 19 个 WD40 基因 ， 编 码 的 蛋白 均 具 有 WD40 结构 域 ， 氨 基 酸 数目 109-758 aa， 分 子 量 为 
11 830-84 130 Da， 预 测 大 多 数 和 蛋白 定 位 在 细胞 核 中 且 都 为 亲 水 性 和 蛋白; 系统 进化 树 分 析 表 明 多 刺 绿 绒 廊 
HESSE. BRA IBIZSEROS ARBOR: WDAO 基因 启动 子 区 域 均 存在 数量 不 等 的 激素 或 逆境 响应 元 件 ， 表 明 该 家 
族 基 因 可 能 参与 生长 、 发 育 和 次 生 代谢 物 积 累 等 多 种 生物 学 进程 的 调节 ; 蛋白 三 级 结构 显示 这 些 和 蛋白 在 进 
化 过 程 中 发 生 了 不 同 程度 的 进化 。 这 些 结 果 可 为 深入 研究 多 刺 绿 绕 万 WD40 基因 家 族 在 其 响应 逆境 胁迫 和 
次 生 代 谢 物 积累 等 方面 的 具体 机 制 提 供 前 期 基础 。 
关键 词 ， 多 刺 绿 绒 万 ，WD40， 生 物 信 息 学 分 析 ， 基 因 家 族 ， 全 长 转录 组 
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Abstract: WD40, as a transcription factor family, is widely involved in regulating plant growth, development, 
secondary metabolite accumulation and environmental adaptation. In order to explore the role of the WD40 family 
in the growth, development, secondary metabolite accumulation and tolerance, all the WD40 genes of Meconopsis 
horridula were identified in this study based on the full-length transcriptome sequencing data and conducted 
bioinformatics analysis of these genes and their encoded proteins. The results were as follows: A total of 19 
WD40 genes were identified, and all the proteins included typical WD40 domain, the amino acid numbers and 


molecular weight of the protein encoded by WD40 genes were 109—758 and 11 830-84 130 kDa, respectively, and 
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most of the proteins localized in the nucleus, and all proteins belonged to hydrophilic protein; Phylogenetic tree 
analysis showed that WD40 proteins of M. horridula were closely to Papaver somniferum and Macleaya cordata; 
The promoter region of WD40 gene contained different amounts of hormones or stress-response elements, 
suggesting that this family genes may be involved in the regulation of various biological processes, such as 
growth, development and secondary metabolite accumulation; The tertiary structure of WD40 proteins showed 
that these proteins evolved in different degrees during the evolutionary process. These results can provide a 
preliminary basis for further research on the specific mechanism of WD40 gene family in response to stress and 
secondary metabolite accumulation. 
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WD40(WD40 domain-containing proteins) & H XERE 73 WD-repeat 蛋白 ,此 类 蛋白 的 WD 基 序 约 含 有 
40-60 个 氨基 酸 残 基 , 一 般 由 4~10 个 高 度 保守 的 串联 重复 的 WD 组 成 ,其 N 端 是 甘氨酸 组 氨 酸 二 肽 (Gly-His， 
GH), C 端 是 色 氨 酸 天 冬 氨 酸 二 肽 (Trp-Asp，WD)， 广泛 存在 于 真 核 生物 中 (Gachomo et al., 2014)。WD40 
家 族 蛋 白 可 以 参与 调节 众多 生物 学 过 程 ， 如 细胞 分 裂 、 凋 亡 、 分 生 组 织 、 花 的 发 育 、 细 胞 骨架 组 装 、 和 蛋白 
质 转 运 、 染 色 体 修饰 和 光 的 信号 传导 等 (Stirnimann et al., 2010; Mishra et al., 2014; Zhang & Zhang, 2015). 
WD40 蛋白 的 一 个 共同 特征 是 作为 支架 蛋白 介 导 蛋白质- 蛋白质 及 和 蛋白质 -DNA 的 相互 作用 ， 形 成 动态 复合 
物 (Xu & Min, 2011), WEHA (Arabidopsis 如 ajiang) 中 发 现 WD40 家 族 成 员 TTG1(CTransparent testa glabral) 


可 结合 R2R3-MYB 和 bHLH 转录 因子 ,形成 MYB-bHLH-WD40MBW) 复 合 物 ， 进 一 步 影响 下 游 基 因 的 表 
达 ， 从 而 调节 毛 状 体 的 起 始 、 根 毛 的 形成 、 类 黄酮 的 生物 合成 等 过 程 ; 此 外 ， 也 可 形成 TTG1-TT2-GL2 三 
元 复合 物 对 种 子 发 育 过 程 中 脂肪 酸 、 和 蛋白 质 等 贮藏 物质 的 积累 起 到 负 调 作用 (Zhang et al., 2003; Tsuchiya et 
al., 2004; Chen et al., 2015; Wei et al., 2019; Yang et al., 2021)。 此 前 , BÆI fte (Anemone vitifolia), 


水 稻 (Oryza sativa)、 小 麦 (Triticum aestivum). BT (Prunus persica) 等 多 个 物种 的 WD40 蛋白 家 族 进 行 了 全 
基因 组 的 鉴定 (Nocker & Ludwig, 2003; Ouyang et al., 2012; Hu et al., 2018; Salih et al., 2018; Feng et al., 2019), 
1H d s EAS WD40 基因 家 族 还 未 被 鉴定 。 

A ek E (Meconopsis horridula) 属 于 路 票 科 ， 为 一 年 生 草 本 植物 ， 分 布 于 西藏 、 青 海 、 甘 肃 等 地 。 
其 花 鲜艳 ， 有 较 高 的 观赏 价值 ( 杨 永 昌 ，1991)。 此 外 ， 多 刺 绿 绕 蒿 作为 传统 藏 药材 全 草 入 药 ， 具 有 清热 、 
止痛 、 活 血 化 次 的 功效 ， 藏 医用 于 治疗 头 伤 、 骨 折 、 胸 背 疼痛 等 ( 帝 玛 尔 " 丹 增 彭 措 ，2012)。 现 代 药 理学 研 
究 主要 集中 于 抗 癌 、 抗 病毒 、 心 脏 保护 等 方面 (郭志 琴 ，2014)。 植 物 的 次 生 代 谢 物 是 抵抗 外 界 不 利 环境 的 
重要 物质 ， 也 是 药 用 活性 成 分 的 主要 来 源 ， 因 此 ， 次 生 代谢 物 的 积累 与 其 生长 环境 条 件 紧 密 相关 。 青 藏 高 
原 极其 特殊 的 生长 环境 , 包括 高 海拔 、 空 气 稀薄 、 昼 夜 温 差 大 、 紫 外 线 强烈 等 导致 多 刺 绿 绒 蒿 富 含 生物 碱 、 
黄酮 、 蘑 类 等 次 生 代谢 物 ， 其 中 生物 碱 是 其 特征 性 成 分 ( 赵 凤 等 ，2017)。 虽 然 已 有 研究 表明 WD40 转录 因 
TOHTER H A 
Torres, 2019; Li et al., 2019; 3j X, 2019; Meng et al., 2019; Shan et al., 2019), 但 是 WD40 转录 因子 在 生物 碱 
积累 中 的 作用 及 其 详细 机 制 还 未 见 到 相关 报道 ， 因 此 ， 本 研究 对 多 刺 绿 绒 蒿 WD40 基因 家 族 进行 全 长 转录 


Y 


酮 等 次 生 代 谢 物 的 积累 Broun, 2005; Ramsay & Glover, 2005; Gutierrez & 


组 鉴定 ， 并 进行 了 相关 生物 信息 学 分 析 ， 以 期 为 多 刺 绿 绒 芍 WD40 基因 家 族 在 其 响应 逆境 胁迫 和 其 次 生 代 
重 


谢 物 积累 等 方面 的 功能 研究 提供 重要 理论 基础 。 


1 材料 与 方法 
1.1 转录 组 测序 


本 实验 中 所 用 开花 期 的 多 刺 绿 绒 万 整 株 样品 采摘 于 青海 省 涅 中 县 群 加 乡 (101°18'19.1” E, 36°11'4.89” N, 


海拔 4 553.3 m), 
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— 


技 有 限 公司 进行 全 长 转录 组 测序 ， 后 续 分 析 基 于 此 测序 结果 数据 。 
1.2 WD40 蛋白 序列 的 获取 与 鉴定 

从 多 刺 绿 绒 区 转 录 组 测序 数据 中 筛选 出 含有 WD40 基因 的 数据 ， 利 用 在 线 预测 网 站 ORF Finder 
Chttp:/www.ncbi.nlm.nih.gov/gorfy/orfig.cgi 搜 索 获 取 具 有 完整 CDS 的 WD40 转录 因子 序列 。 通 过 本 地 Blast 


比 对 剔除 无 WD40 


结构 域 的 蛋白 序列 。 


1.3 多 刺 绿 绒 蒿 WD40 转录 因子 蛋白 特征 分 析 
利用 ExPASy protparam tool 分 析 WD40 和 蛋白 理化 性 质 ， 包 括 氨 基 酸 数目 、 和 蛋白 分 子 量 、 理 论 等 电 点 、 


不 稳定 系数 、 杀 水 性 平均 系数 ， 利 用 wolf-psort (https://www.genscript.com/wolf-psort.htm]) 预 测 蛋 白 亚 细 胞 


定位 ;Prabi 用 来 预测 蛋白 的 二 级 结构 ， 包 括 a- 螺 旋 、B- 转 角 、 延 伸 链 和 无 规则 卷曲 。 


1.4 多 刺 绿 绕 琅 WD40 蛋白 家 族 成 员 的 基 序 分 布 及 基因 结构 


通过 在 线程 序 


域 进行 预测 ， 保 守 性 基 序 的 数目 限制 选择 10， 其 他 参数 均 采用 默认 值 。 


SMART 对 WD40 蛋白 结构 域 进 行 分 析 筛 选 ; 利用 MEME 对 19 个 WD40 和 蛋白 保守 结构 


1.5 SARRE WD40 蛋白 的 系统 发 育 分 析 
在 NCBI rH FA E SE(Papaver somniferum)、\ 博 落 回 (Macleaya cordata)、 唐 松 草 (Thalictrum thalictroides)、 


T (Artemisia annua), RAE (Ginkgo biloba)、 大 豆 (Glycine max) 的 WD40 蛋白 质 序 列 ， 利 用 MEGA7 软件 


中 的 邻接 法 (Neighbor joining) 构 建 系统 进化 树 。 其 中 ，bootstrap 设置 参数 1000 次 重复 ,得 到 的 系统 发 育 进 
化 树 数据 在 OL(https://itol.embl.de/) 网 站 进行 可 视 化 展示 。 


1.6 WD40 基因 启动 子 顺 式 作 用 元 件 分 析 
从 WD40 基因 家 族 的 全 长 序列 中 提取 ATG 上 游 1 000 bp 的 一 段 序列 作为 启动 子 区 域 进行 汇总 ， 利 用 
Plant CARE (http://bioinformatics.psb. ugent.be/webtools/plantcare/htm1/) 对 启动 子 顺 式 作用 元 件 进行 在 线 分 析 ， 


通过 TBtools 软件 进 


行 可 视 化 展示 。 


1.7 WD40 蛋白 三 级 结构 预测 
Té SR E HB RIZR SAGE WD40 和 蛋白 序列 上 传 到 SWISS-MODEL 在 线 网 站 (https://swissmodel.ex- 
pasy.org/interactive) 预 测 蛋 白 三 级 结构 。 


1.8 WD40 蛋白 互 作 网 络 分 析 
将 多 刺 绿 绕 万 WD40 蛋白 质 序列 添加 至 STRING 数据 库 并 指定 与 拟 南 芥 同 源 蛋白 进行 比较 , 利用 最 高 


相似 分 数 的 一 组 蛋 


白 构建 蛋白 互 作 网 络 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 多 刺 绿 绕 琅 WD40 蛋白 基本 信息 及 理化 性 质 分 析 

从 多 刺 绿 绒 芒 转录 组 数据 中 得 到 24 个 候选 WD40 蛋白 序列 , 经 过 BLAST 比 对 及 SMART 结构 域 预测 
软件 共 筛 选 出 19 条 候选 WD40 序 列 。 利 用 ExPASy protparam tool Si & HERRE WD40 蛋白 的 基本 性 质 ， 
预测 结果 显示 ( 表 1) LARRE 19 个 WD40 基因 编码 的 蛋白 氨基 酸 数目 为 109~758 aa, 19 个 WD40 EÉ 
的 分 子 量 介 于 11 830-84 130 Da 之 间 ; 19 个 WD40 蛋白 中 理论 等 电 点 (PD 最 大 值 为 9.56 
(Mh transcript. 33640), 最 小 值 为 4.37 (Mh transcript. 11768), 平均 PI 为 6.46。 其 中 14 个 蛋白 的 PI 小 于 7， 
说 明 多 数 多 刺 绿 绒 蒿 WD40 蛋白 表现 为 酸性 ， 亚 细胞 定位 发 现 大 多 数 (13 个 )WD40 蛋白 定位 于 细胞 核 中 ， 
其 余 的 定位 于 细胞 质 、 细 胞 骨架 及 过 氧化 物 酶 体 中 ， 而 Mh_transcript_12870 蛋白 是 在 细胞 核 和 细胞 质 中 共 
定位 的 ; 蛋白 的 亲 、 踊 水 性 分 析 发 现 ，19 个 WD40 蛋白 的 脂肪 系数 均 小 于 100， 为 亲 水 性 蛋白 ， 多 刺 绿 线 
H WD40 转录 因子 家 族 中 有 15 个 WD40 和 蛋白 的 不 稳定 系数 大 于 40, RHL ARRE WD40 转录 因子 家 族 
大 多 为 不 稳定 蛋白 。 预 测 蛋 白 的 二 级 结构 ，o- 螺 旋 占 比 20.03 %，B- 转 角 占 比 7.56 多， 无 规则 卷曲 和 延伸 链 
分 别 占 比 45.10 % 和 27.32 %， 从 结果 来 看 ， 多 刺 绿 绕 万 WD40 蛋白 以 无 规则 卷曲 和 延伸 链 为 主要 结构 ，o- 
螺旋 及 B- 转 角 为 次 要 结构 。 
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K 1 WD40 蛋白 理化 性 质 分 析 


Table 1 Analysis of the physicochemical characteristics of WD40 protein 


蛋白 名 称 氨基 酸 大 小 分 子 量 理论 等 电 点 亚 细 胞 定位 亲 水 性 平均 系数 ”不 稳定 系数 二 级 结构 
Protein name Amino acid Molecular PI Subcellular location GRAVY Instability Secondary structure 

size weight index or- 螺旋 B- 转 角 无 规 卷 延伸 链 

(aa) (Da) a-helix (%) B-angle (%) Random coil (%) Extended strand (%) 
Mh_transcript_12870 513 57795.89 6.61 细胞 核 /细胞 质 -0.379 42.77 33.72 10.33 29.63 26.32 

Nucleus/Cytoplasm 

Mh transcript 16028 256 29 031.21 2:15 细胞 质 Cytoplasm -0.372 53.20 49.22 7.42 3242 10.94 
Mh transcript 24103 374 42 090.87 4.63 细胞 核 Nucleus -0.508 47.54 10.70 5.08 52.94 31.28 
Mh, transcript, 31169 109 11 828.57 4.63 细胞 质 Cytoplasm 0.283 69.32 11.93 7.34 42.20 38.53 
Mh transcript 5116 377 42 363.09 4.63 细胞 骨架 Cytoskeleton -0.528 47.80 11.67 3.98 52.79 31.56 
Mh_transcript_11768 517 57 340.18 4.37 过 氧化 物 酶 体 Peroxisome -0.725 31.01 11.80 7.74 52.80 27.66 
Mh transcript 12787 507 56 200.92 4.42 细胞 核 Nucleus -0.698 36.54 11.05 7.89 52.66 28.40 
Mh, transcript, 18983 500 55 469.66 5.60 细胞 核 Nucleus -0.520 38.95 16.40 8.80 47.40 27.40 
Mh transcript 10891 493 55 518.37 7.92 细胞 核 Nucleus -0.522 43.79 15.82 7:91 48.68 21.59 
Mh transcript 12816 480 54 032.67 8.45 细胞 核 Nucleus -0.551 44.42 16.25 7.92 49.17 26.67 
Mh transcript 7218 291 33 085.99 6.59 细胞 核 Nucleus -0.567 38.89 8.59 10.31 4742 33.68 
Mh transcript. 33640 178 20 528.18 9.56 细胞 核 Nucleus -0.644 48.66 11.80 8.99 47.19 32.02 
Mh transcript 18156 224 25 332.65 6.51 细胞 核 Nucleus -0.360 43.97 16.52 7.59 41.96 33.93 
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Mh transcript 18539 


Mh transcript 19179 


Mh transcript 27212 
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2.2 5&2 8S WD40 转录 因子 保守 结构 域 鉴定 及 基 序 分 析 

通过 在 线程 序 SMART XT ZZ ES WD40 转录 因子 进行 结构 域 分 析 对 比 , 结果 如 图 1 所 示 , 19 个 多 
HRR WD4O 蛋白 具有 共同 的 保守 结构 域 WD40， 且 数量 在 1~7 之 间 分 布 。 此 外 ，Mh_transcript_12870 
和 Mh transcript 16028 转录 因子 还 含有 LisH 结构 域 和 CTLH 结构 域 。 


Mh transcript 12870 6-——FEEEEE Mh transcript 18983. -PPP P F- EE Mh transcript 18539. —bb-— PEE 

Mh transcript 16028 人 一 下 Mh transcript 10891 FER Mh transcript 19179 ERE 

Mh transcript 24103 kk Mh transcript 12816 上 和 和 上 上 PP Mh transcript 27212. b- Pb 

Mh transcript 31169 P Mh transcript 7218 Eb EE Mh transcript 7031 -P-P -bp 

Mh transcript 5116 - Lk Mh transcript. 33640 | Mh transcript 27838 EE 

Mh transcript 11768 -Ppp R-—FIR— Mh transcript 18156. —P} Mh transcript 4112 -PPP ~ 上 上 


Mh transcript 12787. REPE B-FF-— 
深 绿色 三 角 代 表 WD40 保 守 结 构 域 ， 褐 色 凌 形 代 表 LisH 结 构 域 ， 浅 绿色 方块 代表 CTLH 结 构 域 。 


The dark green triangle represents the conserved WD40 domain, the brown diamond represents the LisH domain, and the light green 


square represents the CTLH domain. 
图 1 WD40 蛋白 家 族 结构 域 预测 
Fig. 1 WD40 protein family domain prediction 

为 确定 WD40 蛋白 的 功能 特征 ， 利 用 在 线 软件 MEME (http//meme-suite.org/)18 z& 19 PERRE 
WD40 蛋白 共有 的 保守 基 序 ， 共 得 到 10 个 保守 元 件 (图 2: A) WE motifl~motif10; 其 中 motif2 存在 于 所 
BERRAR WD40 和 蛋白 中 ， 是 这 10 个 基 序 中 最 保守 的 基 序 ， 其 次 是 motif1。 此 外 ， 通 过 分 析 10 个 基 序 
分 布 规律 发 现 转录 因子 Mh_transcript_19179 所 含 的 motif 数量 最 多 (8 个 )， 而 最 少 的 只 含有 1 个 motif 
(Mh_transcript_16028)( 图 2: B). 
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-REEN E RIME ARARNLR lene Mere espero SRNANY ETER ERERM, SAT 
Ji 


名 称 Name pili Pvalus — MJ (E. Motif locations 
2 5.740-46 pes] mm Eme 
Mh transcript. 16028 1.04e-18 E3 
Mh transcript 24103 4.48c-49 m | 
6.750-39 MN m 
447649 co m-m c 
7.19e-158 HEREN — m mm o 
14Se-158 HEHEEH —O— mm — 
Mh transcript |8983.— l.13e-157 mm ë mm 国 到 | 
Mh_transcript_10891 2.30e-182 uuo à mmm 
Mh transcript 12816  4.88c-183 EO o0 0 —— ENEENEM 
Mh transcript 7218 4.59e-185 mu 0 o mmm 
Mh transcript 10891 — 2,36e-182 "uo c m-mm 
Mh transcript 12816 — 4,88e-183 ED — — | 
Mh transcript 7218 4590185 — BEN ES EE 
Mh_transcript 33640 — 3.67142 MEE 
Mh transcript. 18156 145e-130 msn um 
Mh transcript 18539  1.856-196 mmus mH M 
Mh transeript 19179 — 2.48e-240 LI mL uu — | 
Mh t 27212 246-22; M II NEG — ND 
Mh t 703 413em EB m sa 0 
Mh transcript 27838 — 33le-113 mE um 
Mh transcript 4112 2.76e-192 EB CS m mu E] 


A. 保守 元 件 ，B. 基 
A. Conserved element; B. Gene structure. 
2 ZARR WD40 基 
Fig. 2 Analysis of conserved elements and gene 
2. £j oS WD40 蛋白 的 系统 发 育 分 析 
在 NCBI 中 通过 BLAST 比 对 查找 器 粟 、 博 落 


因 家 族 保守 元 件 和 基因 结构 分 析 


structure of Meconopsis horridula WD40 gene family 


EL PHASE. Tr. He. ACA 6 个 物种 的 WD40 和 蛋 


白 序列 ， 利 用 MEGAT7 构建 系统 发 育 树 ， 结 果 如 图 3 所 示 ， 根 据 氨 基 酸 序列 相似 性 ， 进 化 树 分 析 将 WD40 


的 亲缘 关系 更 近 。 


蛋白 聚 为 I-X 个 分 支 ， 而 多 刺 绿 绒 蕊 WD40 8 EL 3:322) 1E 2) 5C I. II. HII, IVF, #5 AMRY E 
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IX VII VII 


I 


I 
Mh. SHERRE; Ps. W; Mc. HE; Tt. HAS Aa. SE Gb. RA; Gm. X. 


Mh. Meconopsis horridula; Ps. Papaver somniferum; Mc. Macleaya cordata; Tt Thalictrum thalictroides; Aa. Artemisia annua; 


Gb. Ginkgo biloba; Gm. Glycine max. 
3 WD40 系统 进化 关系 
Fig. 3 Phylogenetic relationship of WD40 

2.4 多 刺 绿 绒 蒿 WD40 启动 子 顺 式 作用 元 件 

为 明确 WD40 基因 家 族 可 能 的 生物 学 功能 和 响应 特性 , 利用 PlantCARE 对 家 族 各 成 员 启 动 子 序列 中 包 
含 的 顺 式 作 用 元 件 进 行 了 分 析 。 由 图 4 可知， 该 基因 家 族 含有 多 种 胁迫 及 植物 激素 相关 的 顺 式 作用 元 件 ， 
主要 包括 应 激 响应 元 件 、 光 响应 元 件 、 干 旱 诱 导 响 应 元 件 、 大 氧 诱导 响应 元 件 、 生 长 素 响应 元 件 、 莱 莉 酸 
响应 元 件 、 亦 霍 素 响应 元 件 。 不 同 成 员 所 含 元 件 的 种 类 与 数量 存在 差异 ,例如 Mh_transcript_31169 共 含有 
10 个 作用 元 件 ， 其 中 有 5 个 是 光 响 应 元 件 ， 而 最 少 的 只 含有 1 个 作用 元 件 。 


o LJ xe we “o 106 “0 


Mb transcript. 16028 
Mh transcript. 0021 — LA ————————————————— 
一 
sa tamen 12816 一 用 一 一 
Mb ieenge. 4112 E E 
Mh, tmmscript 1009] —— —— "Ha S eee eee 
ro 
Dip TS 


FSUAVAMISOCAR Doagu induction 


KARÈH Lut segemive 


TESUGULAE Neon repose 


VARAQÈM MJA mpomive 


ERRAR Gibbereilin egemeve 
— 
M tramcript 18156 
pm 


Mb truncript 19179 


-——  ——————————— 
M. mscr 1268 Jl. L—— — -—-—-—Q—— AA 


上 方 比 例 尺 表示 基因 启动 子 长 度 ， 左 侧 是 基因 名 称 ， 右 侧 是 相关 的 作用 元 件 。 
The top scale represents the length of the gene promoter, the left is the gene name, and the right is the associated action element. 


图 4 WD40 家 族 启动 子 顺 式 调控 元 件 分 析 
Fig. 4 Analysis of WD40 family promoter Cis regulatory elements 


2.5 多 刺 绿 绒 蒿 WD40 蛋白 三 级 结构 预测 
运用 SWISS-MODEL 在 线 网 站 对 多 刺 绿 绕 万 WD40 £& 


RE WD40 蛋白 包含 a- 螺 旋 、B- 转 角 、 无 规则 卷曲 及 延 


链 等 空间 构象 。 


家 族 三 级 结构 进行 预测 ， 由 图 5 可 知 ， 多 刺 


A. Mh_transcript_12870; B. Mh_transcript_16028; C. Mh_transcript_24103; D. Mh transcript 31169; E. Mh_transcript_5116; F. 


Mh transcript 11768; G. Mh transcript. 12787; H. Mh transcript 18983; I. Mh transcript 10891; J. Mh, transcript 12816; K. 


Mh transcript 7218; L. Mh transcript 33640; M. Mh transcript 18156; N. Mh transcript 18539; O. Mh transcript 19179; P 
Mh transcript 27212; Q. Mh transcript 7031; R. Mh, transcript. 27838; S. Mh transcript 4112. 


图 5 WD40 家 族 蛋 白 三 级 结构 预测 


Fig. 5 Prediction of tertiary structure of WD40 family proteins 


2.6 &5ulo SR; WD40 蛋白 互 作 网 络 分 析 
蛋白 之 间 的 互 作对 转录 因子 的 活性 及 作用 机 制 十 分 重要 ， 
同 源 蛋 白 互 作 数据 构建 了 多 刺 绿 绒 芍 WD40 蛋白 的 互 作 网 络 ， 


F1 AT4G28450 可 能 作为 其 互 作 的 中 心 。 


本 研究 通过 STRING 在 线 网 站 ， 基 于 拟 南 芥 


该 研究 预 
测 发 现 与 多 刺 绿 绒 蒿 WD40 蛋白 相互 作用 的 蛋白 有 ASG2、SMU1、ATAN11、PWP2、RRP4 等 (图 6), 


以 便 系统 分 析 WD40 的 作用 机 第 


lo 


AE 
ZH 
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图 中 彩色 圆 球 分 别 表 示 不 同 的 蛋白 , 彩色 圆 球 内 部 是 该 蛋白 所 对 应 的 三 级 结构 。 不 同 蛋 白 之 间 的 连 线 所 代表 的 含义 具体 如 下 : 
天 蓝 色 线 . 从 精 选 数据 库 获 得 ; 紫色 线 . 实验 确定 ; 绿色 线 . 基因 领域， 深蓝 色 线 . 基因 共 现 ， 禾 黄色 线 . 文本 数据 挖掘 ; 黑 
色 线 . 共 表达 ， 浅 蓝 色 线 . 蛋白 同 源 。 


The colored sphere in the figure represents different proteins, and inside the colored sphere is the tertiary structure corresponding to 


the protein. The connecting wires between different proteins represent specifically as follows: Sky blue wire. From curated 
databases; Purple wire. Experimentally determined; Green wire. Gene neighborhood; Dark blue wire. Gene co-occurrence; Yellow 


wire. Textmining; Black wire. Co-expression; Light blue wire. Protein homology. 
图 6 WD40 家 族 蛋 白 互 作 网 络 
Fig. 6 The WD40 family protein-protein interaction (PPI) network 


3 讨论 与 结论 

WD40 蛋白 家 族 能 够 参与 植物 多 个 特定 生物 学 过 程 ， 比 如 细胞 骨架 动态 、 配 子 发 生 、 色 素 积累 、 毛 状 
体 和 根 毛 形成 以 及 种 子 发 育 (Zeng et al, 2009; Gao et al., 2012; Zhao et al., 2013; Gachomo et al., 2014; 
Pattanaik et al., 2014). 此外, 32 EE £& DES E E JSNZ TEC TIGER 28 A RAP EA AB (Zhu. et al., 2008; Shi et al., 
2011; Jiang et al., 2012)。 因 此 ， 对 该 蛋白 家 族 的 鉴定 可 为 后 续 深 入 研究 这 些 和 蛋白 在 多 刺 绿 绒 芒 适应 极端 环 
境 、 多 刺 形 成 和 特色 成 分 异 唑 啉 生物 碱 积累 等 方面 提供 前 期 基础 ， 这 些 系列 研究 进一步 拓展 WD40 和 蛋白 功 
能 , 并 进一步 揭示 其 发 挥 特 定 生物 学 功能 的 复杂 网 络 调控 机 制 , 从 而 广泛 理解 WD40 蛋白 家 族 在 植物 生长 、 
发 育 以 及 环境 适应 等 方面 的 生物 学 功能 。 


本 研究 共 鉴 定 到 多 刺 绿 绒 蒿 19 个 WD40 基因 ， 与 红 花 (Flos carthami(40 个 )( 王 刚 等 ，2020)、 黑 果 枸 


(Lycium ruthenicum)(38 ^), EER(Ricinus communis)(182 个 )、 桃 (219 个 )、 大 豆 (471 个 ) 等 物种 中 鉴定 的 
WD40 基因 数 差 异 较 大 ， 这 可 能 是 由 于 多 刺 绿 绕 万 属于 路 聚 科 植 物 ， 与 上 述 植 物 分 类 上 距离 较 远 ， 特 定 的 
生长 环境 、 次 生 代谢 物 和 不 同 的 形态 特征 都 显示 多 刺 绿 绕 万 和 这 些 植物 在 进化 上 发 生 了 较 大 差异 ， 而 这 些 
蛋白 随 着 植物 的 长 期 进化 也 发 生 了 不 同 程度 的 改变 (Bian et al., 2017; Feng et al., 2019; 严 莉 等 ，2019; 苟 亚 
等 ，2021)。 而 且 发 现 多 刺 绿 绒 廊 WD40 蛋白 的 氨基 酸 数量 、 等 电 点 以 及 和 蛋白 的 高 级 结构 均 存 在 差异 ， 
这 与 在 许多 植物 中 鉴定 到 的 WD40 蛋白 一 样 。 由 于 WD40 蛋白 的 功能 涉及 生长 发 育 、 次 生 代 谢 物 积累 和 环 


hinaX iv 合作 其 HAFIJ 


境 适 应 等 多 种 生物 学 过 程 ， 而 且 不 同 的 生物 学 过 程 可 能 相互 作用 的 蛋白 也 不 相同 ， 因 此 ， 多 刺 绿 绒 蒿 不 同 
的 WD40 蛋白 可 能 是 为 执行 不 同 的 生物 学 功能 进化 形成 的 ( 卢 成 达 等 ,2021)。 不 同 WD40 蛋白 质 所 含 WD40 
基 序 数目 也 不 同 ， 而 且 部 分 蛋白 质 同时 含有 其 他 的 重要 结构 域 ， 这 种 现象 在 谷子 WD40 蛋白 中 也 有 发 现 ， 
225 个 谷子 WD40 蛋白 中 有 79 个 蛋白 包含 其 他 结构 域 (Mishra et al., 2014), 这 些 其 他 结构 域 的 存在 使 WD40 
蛋白 质 结构 和 功能 更 加 多 样 化 ， 从 而 适应 更 多 的 生物 学 过 程 或 对 某 一 生物 学 过 程 进行 更 加 精准 的 调节 。 亚 
细胞 定位 结果 表明 多 刺 绿 绒 殴 WD40 蛋白 质 主要 分 布 于 细胞 核 中 , 这 可 能 是 核定 位 信号 将 其 定位 于 细胞 核 
中 , 从 而 对 某 些 靶 基因 的 转录 起 到 激活 或 抑制 作用 。 系统 进化 分 析 发 现 , LARRE WD40 与 大 豆 、 fi. 
青 殴 、 唐 松 草 等 的 WD40 的 亲缘 关系 较 远 ， 而 和 同 是 器 票 科 的 器 票 、 博 落 回 相 似 度 更 高 ， 这 可 能 与 进化 关 
系 相 近 的 植物 存在 相似 的 功能 有 关系 ， 确 实 器 票 、 博 落 回 和 多 刺 绿 绕 蔽 三 种 植物 都 具有 特征 性 次 生 代谢 物 
异 唆 啉 生物 碱 (Fan et al., 2015; Guo et al., 2016; 赵 凤 等 ，2017)， 这 些 相 关 性 以 及 这 些 植物 是 否 还 存在 其 他 
e 相近 的 功能 还 需要 进一步 的 实验 探索 。 
启动 子 响应 元 件 预测 分 析 可 以 初步 了 解 特定 基因 对 许多 因素 的 响应 机 制 ， 是 研究 植物 基因 功能 的 最 主 
要 手段 之 一 。 启 动 子 顺 式 调控 元 件 分 析 表 明 多 刺 绿 绕 蔽 WD40 基因 家 族 可 以 响应 应 激 、 厌 氧 、 干 旱 、 光 等 
非 生物 胁迫 以 及 生长 素 、 赤 考 素 、 莱 莉 酸 等 激素 信号 。 海 南 龙 血 树 (Dracaena cambodiana, Dc)DcWD40-1 
基因 的 启动 子 区 域 具 有 上 典型 真 核 生物 启动 子 结构 特征 ,包含 多 个 能 够 响应 激素 和 胁迫 的 作用 元 件 , 如 CMRs、 


ABRE、TGA-box、TCA-element、ARE、HSE 和 LTR 等 ; 表达 分 析 发 现 DcWDAO-1 的 表达 受到 莱 莉 酸 甲 


酯 、 细 胞 分 裂 素 、 油 菜 素 内 酯 和 UV-B 的 显著 影响 ( 朱 家 红 等 ，2020)。 此 外 ，WD40 蛋白 通过 复杂 的 调节 


网 络 广泛 参与 植物 次 生 代 谢 调控 、 形 态 发 育 等 过 程 (Feyissa et aL, 2019; Meng et al, 2019; 王刚 等 ，2019; 


Yuan et al., 2019)。 如 在 黄酮 及 类 黄酮 化 合 物 的 生物 合成 过 程 中 WD40 转录 因子 与 MYB，bHLH 互 作 后 起 


调控 作用 (Broun, 2005; Ramsay & Glover, 2005; Shan et al., 2019); miR156/SPL13 fll WD40-1 相互 作用 调节 


O ETa (Medicago) Hii "T E (Feyissa et al., 2019); MtWD40-1 fll WHITEPETALI, MtTT8 结合 可 以 对 类 胡萝卜 


素 衍 生 以 及 花色 素 积累 (Meng et al., 2019) 过 程 进行 调控 ; 丹参 WD40-170 基因 可 以 调节 丹参 中 迷人 迭 香 酸 、 
THEE? B. FAR IA 和 隐 丹 参 酮 的 含量 ( 马 文 ，2019)。 

总 之 ， 多 刺 绿 绒 欧 其 生长 环境 特殊 ， 外 形 有 肉眼 可 见 的 毛 状 刺 ， 以 及 含有 特征 性 成 分 异 哮 啉 生物 碱 ， 
这 些 生物 学 过 程 通常 是 由 植物 激素 、 转 录 调 节 因 子 等 因素 形成 复杂 的 调控 网 络 而 决定 最 终 的 发 生 。 对 多 绿 
IRE WD40 基因 家 族 的 鉴定 可 为 以 后 详细 研究 这 些 基因 在 上 述 生 物 学 过 程 中 的 作用 及 其 详细 调控 网 络 提 供 
前 期 基础 和 后 续 研究 方向 。 
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